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1. 緒 言 
臨床利用可能な赤血球代替物(人工酸素運搬
体)として、これまで多くの修飾ヘモグロビン製
剤が開発されてきた。欧米では分子内架橋ヘモグ
ロビン、重合ヘモグロビン、PEG ヘモグロビンが
臨床試験に進んだが、いずれも実用化には至って
いない。近年、日本では大規模災害時におこりう
る輸血用血液の大量不足、少子高齢化に伴う献血
者人口の減少への懸念から、人工酸素運搬体に対
する期待が益々高まっている。 
我々はごく最近、ヘモグロビン(Hb)の分子表面
に複数個のヒト血清アルブミン(HSA)を結合さ
せたコア－シェル型の(ヘモグロビン－アルブミ
ン)クラスター(Hb-HSA3)を合成することに成功
した(Fig. 1)1)。血漿蛋白質である HSA で覆われ
た Hb-HSA3は、副作用のない安全な赤血球代替物
として期待されている。 
本研究は Hb-HSA3の実用化を目指し、その量合
成法を確立するとともに、得られた製剤の物性、
血液適合性および安全性(動物実験)を詳細に評
価することを目的とした。 
 
2. 結果及び考察 
2.1 Hb-HSA3の量合成法の確立 
安全性評価を行うためには、高効率で安定した
合成法を確立しなければならない。そこで溶液濃
度や反応時間を細かく検討しながら、反応液量を
従来の 4 倍にスケールアップした。高純度ウシ
Hb のリン酸緩衝生理食塩水(PBS)溶液([Hb]=0.1 
mM、80 mL)に、20 倍量の架橋剤 Succinimidyl-4- 
[N-maleimidomethyl]cyclo-hexane-1-carboxylate(S
MCC)を加え、5 時間攪拌後、ゲルろ過クロマト
グラフィー(GFC)により未反応の架橋剤を除去
した。得られた SMCC-Hb を HSA の PBS 溶液
([HSA]=1 mM、80 mL)に滴下し([HSA]/[Hb]=10 
(mol/mol))、室温・遮光下で14時間反応させた(反
応液量は 160 mL)。得られた反応混合物から、
GFC(Superdex 200 pg、1L、溶媒:PBS)で余剰の
HSA を除去し、Hb-HSA3 を単離した。Hb-HSA3
のサイズ排除クロマトグラフィー(SEC)曲線、
Native-PAGE は従来のものと一致し(Fig. 2)、ヘム
定量および蛋白質定量から算出した平均 HSA 結
合数は 3.0±0.2 個であった。 
 
2.2 Hb-HSA3の物性評価 
 等電点電気泳動により決定した Hb-HSA3 の等
電点(pI 値)は 5.1 と低く、HSA の値 (pI=5.0)とほ
ぼ同じ値であった。これは Hb(pI=7.1)の分子表面
が HSA で覆われていることを裏付けている。負
の表面電荷を有する Hb-HSA3は、血中滞留時間の
長い製剤として期待できる。 
Hb-HSA3に酸素、一酸化炭素、窒素を通気する
ことで、酸素吸脱着に伴う紫外可視(UV-vis.)吸収
スペクトル変化を測定した。酸素吸脱着に伴う
Hb-HSA3のスペクトル変化は、原料 Hb と同等で、
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Fig. 1 Synthetic scheme and structure of Hb-HSA3. 
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Fig. 2 (A) SEC curve profiles and (B) Native-PAGE of 
Hb-HSA3. 
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HSA が結合しても Hb の電子状態に変化がないこ
とがわかった。さらに 630 nm における吸光度の
経時変化から Hb の自動酸化速度定数(kox)を算出
した(37˚C)。一般に、修飾 Hb 製剤の koxは Hb に
比べて高い。Hb-HSA3の kox (0.035 h
-1)は Hb と同
一であり、安定な酸素錯体を形成できる人工酸素
運搬体であることが明らかとなった。Hemox 
Analyzer を用いて酸素結合解離曲線を測定し、酸
素親和性の指標である P50、Hill 係数(n)を決定し
た。Hb-HSA3の P50は 8 Torr、n は 1.5 であり、Hb
に比べ酸素親和性は増大した。 
 
2.3 Hb-HSA3の血液適合性評価 
 Hb-HSA3([Hb]=5 g/dL)の溶液粘度(2.8 cP)は、
HSA(5 g/dL)溶液(1.1 cP)より高い値を示した
(Fig. 3)。Wistar Rat から採取した血液と Hb-HSA3
を 1:1 (v/v)で混合した溶液のずり速度－粘度曲
線は非ニュートン性を示し、230 s-1における粘度
は適度に高い 3.3 cP となった。血液と Hb-HSA3
の相溶性は高いといえる。 
また Hb-HSA3 と血液を 0、10、20、40 vol%の
割合で混合した後、赤血球(RBC)数、白血球
(WBC)数、血小板(PLT)数を測定した。RBC、
WBC、PLT 数は混合比に依存して変化し、混合 6
時間後まで一定値を保った(37˚C)。Hb-HSA3は血
液と混合しても、溶血や凝固を引き起こさないこ
とが明らかとなった。 
 
2.4 Hb-HSA3の安全性評価 
 Wistar Rat(273.9±4.2 g)に全身麻酔後、尾静脈
からHb-HSA3([Hb]=5 g/dL、6 mL/kg)を投与し (1 
mL/min)、7 日後までの経時観察を行った。体重
変化は、対照群である未投与群、HSA(20 g/dL)
投与群と同様の推移を示した。また Hb-HSA3投与
群の 7 日後における血液生化学的検査の結果は、
腎機能や肝機能の指標を含めた全ての項目で、未
投与群、HSA 投与群と同等の値となった。 
Wistar Rat(262.3±9.0 g)に全身麻酔後、右頚動
脈からカテーテルを挿入し、血圧測定装置を接続
した。右頸静脈に挿入したカテーテルから
Hb-HSA3([Hb]=5 g/dL)を 6 mL/kg で注入し、平均
動脈血圧(MAP)を 60 分間測定した(Fig. 4)。分子
内架橋 Hb(XLHb)を投与すると血圧は一気に上
昇し、腎臓からの漏出も見られた。一方、Hb-HSA3
を投与した後の血圧変化は、HSA 投与群と等しく、
XLHb に見られる急激な血圧上昇は全く観測され
なかった。 
さらに 125I 標識した Hb-HSA3を Wistar Rat の尾
静脈から投与し(2.0×106 cpm/匹)、その血中滞留
性を観察した。Hb は投与後速やかに血中から消
失してしまうが、Hb-HSA3 の血中半減期(1/2)は
18.5 時間と長く、HSA よりも 1.7 倍高い、優れた
血中滞留性を示した。以上の結果から、Hb-HSA3
の高い安全性が明らかとなった。 
 
3. 結 論 
従来の 4 倍スケール(160 mL 容量)で Hb-HSA3
を調製することが可能となった。Hb-HSA3 は
[Hb]=5 g/dL、pI 値:5.1、P50:8 Torr の人工酸素運
搬体である。その粘度測定、血球数測定、血液生
化学的検査から、高い血液適合性を明らかにした。
また、Hb-HSA3 を投与した後の血圧変化は HSA
投与群と同等であり、Hb-HSA3 の血中半減期は
HSA の 1.7 倍と長い。Hb-HSA3が副作用のない安
全な赤血球代替物であることが明らかとなった。 
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Fig. 3 Changes in the viscosity of Hb-HSA3 and HSA 
at various shear rates at 37˚C. 
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Fig. 4 Changes of MAP before and after infusion of 
Hb-HSA3 solution (n=4). 
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